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Die folgenden Angaben sind den vom Anmelder eingereichten Unterlagen entnommen 

® Anordnung zur Einkopplung einer optischen Pinzette und/oder eines Bearbeitungsstrahles .n em M.kroskop 

(sh Anordnung zur Einkopplung mindestens eines Strahles 
einer optischen Pinzette zum Einfangen von Teilchen und/ 
Oder eines Bearbeitungsstrahles In einen mlkroskopi- 
schen Strahlengang, vorzugsweise in einem Laser-Scan- 
ning-Mikroskop, wobei Mittel zurfrei einstellbaren Veran- 
derung der Lage des Strahlfokus der optischen Pinzette 
und/oder des Bearbeitungsstrahles bezuglich der Veran- 
derung der Fokusposltlon des MIkroskops vorgesehen 
sind. 
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1 

Beschreibung 



Die Erfindung erlaubt (Ue raumliche Fixierung von mi- 
kroskopischen Objekten im Laser Scanning Mikroskop, 
auch wahrend Verschiebung der Objektebene, zum Beispiel 
bei der Bildaufnahme. Somit konnen auch sich bewegende 
Objekte scharf abgebildet werden. 

Hinteigrund der Erfindung 



Fur eine Reihe von biologischen Arbeitstechniken hat 
sich die optische Pinzette als interessantes Arbeitswerkzeug 
erwiesen. Die Kombination von Laser Scanning Mikro- 
skopen mit Lasermikrotechniken laBt eine Erweiterung der 
experimentellen Moglichkeiten erwarten. 

LSM-Aufnahmen sich bewegender Objekte, vor allem im 
Inneren ungeoffneter Zellen, ergeben oft nicht zufriedenstel- 
lende Bilder, da sich viele subzeUulare Strukturen wahrend 
der Scanzeit bewegen. Die optische Pinzette laBt sich hier 
ideal zur schonenden (Vital-)Fixierung einsetzen. Weiterhin 
ist mit der optischen Pinzette eine raumlich definierte Ver- 
schiebung von fixierten Objekten mogUch. Anwendungsbei- 
spiele fiir den Hnsatz einer kompensierten optischen Pin- 
zette im Laser Scanning Mikroskop sind die Untersuchung 
von Organellen. zum Beispiel Chloroplasten, oder das Fest- 
halten von durch Motorproteine bewegten Objekten. Im 
letzten Fall sind unter geeigneten Bedingungen sogar Kraft- 
messungen mogUch. Grundsatzlich konnen bewegliche Ob- 
jekte, beispielsweise Partikel in Suspension oder bestimmte 
Organellen, ohne Fixierung durch eine kompensierte opti- 
sche Pinzette, nicht scharf abgebildet werden. 

Eine durch das Objektiv eingekoppelte optische Pinzette 
hat ihren Fokus in der Objektebene. Wird durch den dreidi- 
mensionalen Bildaufnahmevorgang ("Scannen") die Ob- 
jektebene parallel verschoben, so verschiebt sich der Fokus 
der optischen Rnzette mit Dies fuhrt dazu, daB Objekte, die 
durch die optische Pinzette gehalten werden, ebenfaUs ver- 
schoben werden. Dies ist jedoch wahrend der Bildaufnahme 
unerwunscht. Deshalb muS die Verschiebung der Objekt- 
ebene durch eine geeignete Einrichtung im Strahlengang der 
optischen Pinzette kompensiert werden. 

Die Erfindung ist immer dann bei Laser Scanning Mikro- 
skopen verschiedener Hersteller notwendig, wenn die opti- 
sche Pinzette durch das Objektiv eingekoppelt wird und die 
dritte Dimension bei der Bildaufnahme durch Verschieben 
des Objektivs oder des Objektdschs oder einer anderen Me- 
thode, die den Fokus der optischen Pinzette relativ zur Probe 
verschiebt, erschlossen wird. 

Die Einkopplung der optischen Pinzette in ein inverses 
Mikroskop uber ein zweites hochaperturiges Objektiv, das 
die optische Pinzette von der anderen Seite der Probe em- 
koppelt (K. Visscher, G. J. Brakenhoff: Single Beam Optical 
Trapping Integrated in a Confocal Microscope for Biologi- 
cal AppUcadons. Cytomeuy 12:486-491 (1991)), macht 
eine kompensierte Bewegung der optischen Pinzette zwar 
uberflussig, dafur muB sich die Probe aber zwischen zwei 
Deckglasem befinden und darf eine gewisse Dicke nicht 
uberschreiten. Weiterhin schrankt diese Art der Einkopp- 
lung konventionellc mikroskopische Anwendungen ein, da 
das Objektiv fiir die optische Pinzette an der SteUe plaziert 
ist, an der sich im inversen Mikroskop der Durchlichtstrah- 
lengang befindet. Daruber hinaus ist die Probe von oben 
nicht mehr uneingeschrankt frei zugangUch, was zum Bei- 
spiel Anwendungen mit Mikroinjektions- oder Tfemperier- 
einrichtungen sehr erschwert, wenn nicht sogar unmoglich 
macht. Letzteres gilt auch fur Aufbauten, bei denen das op- 
tische Fixieren von Partikeb durch mit MikroUnsen verse- 
henen Glasfasem erfolgt, die direkt auf die Probe gefuhrt 



werden. Hinzu kommen Probleme rait der Sterilitat der 
Probe, da die Glasfasem in dickere Hussigkeitsschichten 
eintauchen mussen, wenn Partikel an der Unterseite der 
Fliissigkeit fixiert werden sollen. 

5 

Beschreibung 

Abb. 1 zeigt eine schematische DarsteUung der Wirkung 
der Erfindung, . . 

10 Abb. 2 die Anwendung in einem Mikroskop wie einem 
Laser-Scanning-Mikroskop. 

Im fiir die Erfindung relevanten Aufbau wird die optische 
Pinzette durch das Mikroskopobjektiv in die Objektebene 
gefuhrt. Sie ist so justiert, daB sich in der Objektebene be- 
15 findhche mikroskopische Partikel gehalten werden, das 
heiBt, der Fokus der optischen Pinzette Uegt in der Objekt- 
ebene. Bei der dreidimensionalen Bildaufnahme durch ein 
Laser Scanning Mikroskop muB die Objektebene jedoch 
parallel verschoben werden, um die aus der Objektebene 
20 heraus ragende dritte Dimension zu erschUeBen. Dadurch 
verschiebt sich auch der Fokus der optischen Pinzette, was 
zu einer unerwunschten Verschiebung der fixierten Partikel 
fuhrt. Ohne Kompensation dieser Verschiebung konnen 
dreidimensionale Objekte, die durch die optische Pinzette 
25 gehalten werden, nicht dreidimensional aufgelost aufge- 
nommen werden. Eine Kompensation der Verschiebung der 
Objektebene, im Folgenden z-Kompensation genannt, be- 
steht aus variablen optischen Elementen, die in der Strahlen- 
gang der optischen Pinzette eingefugt werden und die die 
30 Bewegung der Objektebene kompensieren. Die z-Kompen- 
sation bewirkt eine zur Bewegung der Objektebene simultan 
ablaufende kompensierende Bewegung der optischen Pin- 
zette, so daB die Position des fixierten Objekts in der Probe 
erhalten bleibt. 

35 ReaUsiert wird die Kompensation Uber ein elektromecha- 
nisch verschiebbares optisches Element im Einkoppelsy- 
stem der optischen Pinzette. Die exakte Position der Objekt- 
ebene wird der Steuerelektronik des Laser Scanning Mikro- 
skops wahrend des Bildaufnahmevorgangs enmommen. 
40 Entsprechend wird das verschiebbare optische Element im 
Einkoppelsystem der optischen Pinzette rechnergesteuert 
verfahren, so daB die Position des fixierten Objekts relativ 
zur Probe erhalten bleibt. Es ist prinzipiell nicht notwendig, 
die Position der Objektebene der Steuerelektronik des Laser 
45 Scanning Mikroskops zu entnehmen, da die Position der re- 
levanten optischen Elemente auch elektromechanisch oder 
optisch detektiert werden kann. Dies ist allerdings mit einem 
groBercn Aufwand verbunden. 
Wenn der Strahlengang fiir die optische Pinzette vom La- 
50 ser zum Mikroskop iiber Lichtleiter erfolgt, kann die z- 
Kompensation mit der mikroskopseitigen Halterung des 
Lichtieiters kombiniert werden. Es entsteht dann eine kom- 
pakte Einheit mit einem Minimum an optischen Elementen. 
Es besteht auch die Moglichkeit, die z-Kompensation ma- 
ss nueU vorzunehmen. Dazu wird das zu untersuchende Objekt 
in verschiedenen x-y-Schnitten abgetastet. Zwischen den 
Schnitten wird die Objektebene durch das Laser Scanning 
Mikroskop verschoben. Vor der Aufhahme des nachsten 
Schnitts wird die Position des Fokus der optischen Pinzette 
60 durch manuelles Verschieben des im Strahlengang der opti- 
schen Pinzette befindlichen zusatzlichen optischen Ele- 
ments wieder an den Ausgangspunkt gebracht, Dieser Vor- 
gang wird fur jeden x-y-Schnitt wiederholt. Durch die oben 
beschriebene rechnergesteuerte elektromechanische Ver- 
65 schiebung des Kompensationselements wird jedoch wah- 
rend der dreidimensionalen Bildaufnahme Zeit gespart, was 
bd kurzlebigen Praparaten von entscheidender Bedeutung 
sein kann. Es soil jedoch die z-Kompensation an sich paten- 
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tiert werden, unabhangig von ihrer technischen Ausfuhrung. 

Sollen mehrere in RUssigkeit bewegUche Objekte unter- 
sucht werden, mussen diese alle mil einer optischen Hnzelte 
fixiert werden. Die hier beschriebene z-Kompensation er- 
laubt auch das Einkoppeln einer sogenannten "Multitrap", 5 
einer optischen Pinzette, bei der ein oder mehrere Laser- 
strahlen zur Fixierung auf mehrere Objekte gelenkt werden. 
Dies kann auch dadurch geschehen, dafi mit Hilfe ernes 
Scannerspiegeis ein Strahl abwechsebd in hoher Frequenz 
auf mehrere Objekte so gelenkt wird, daB diese fixiert blei- lO 
ben, auch wenn der Laserstrahl nicht permanent das entspre- 
chende Objekt bestrahlt 

Auf gleiche Weise wie die optische Pinzette kann auch 
ein Lasermikrostrahl kompensiert eingekoppelt werden (Ein 
Lasermikrostrahl ist ein kurz gepulster Laserstrahl, der in 15 
ein Mikroskop eingekoppelt wird, urn Mikromatenalbcar- 
beitung durchzufuhren). Somit kann fur die Einkopplung 
des Lasermikrostrahls die gleiche Optik wie fur die optische 
Pinzette verwendet werden. Ein z-kompensierter Lasermi- 
krostrahl erlaubt prazise Materialbearbeitung wahrend der 20 
Bildaufhahme, zum Beispiel urn die Licht-Materie-Wech- 
selwirkung im Detail zu untersuchen. 

Die Abb. 2 zeigt einen mikroskopischen Strahlengang 
mit einer Probe P, einem Objektiv O und einer Tubuslinse 

TL. ^ 

LFber einen Umlenkspiegel US wird uber eine Scanlinse 
SL and einen x/y Scanner SC sowie einen Umlenkspiegel 
USl und einen dichroitischen Strahlteiler STl ein Laser- 
strahl LI eingekoppelt, der die Probe P in x/y Richtung ab- 
scannt. 

Der Strahlfokus in der Probe wird hierbei durch Verschie- 
ben des Objektives 0 in Z-Richtung uber eine Ansteuerein- 
heit AS hohenverstellt, so daB die Probe an unterschiedli- 
Chen ZrPositionen abgescannt werden kann. 

Die von der Probe kommende Strahlung gelangt auf um- 35 
gekehrten Weg iiber den Stahlteiler STl auf eine Detekto- 
reinheit, bestehend aus Pinholeoptik PO, Pinhole PH sowie 

DetektorDE. - vrvo a - 

Weiterhin ist iiber einen weiteren Stahlteiler ST2 undeme 
Linse L eine HBO-Beleuchtung einkoppelbar. ^ 

Uber den Strahlteiler ST2 und einen weiteren Strahlteiler 
ST3 werden weiterhin in einer Variante VI uber entspre- 
chende Korrektionsoptiken 01, 02 ein gepulster Laserstrahl 
L2 zum optischen Schneiden und ein weiterer LasersUrahl 
L3 als optische Pinzette (Optical Tweezer) eingekoppelt. 45 

Beispielsweise kann es sich zur Lichteinkopplung urn 
eine lndirekte Einkopplung uber Lichtleiter handeln, denen 
Kollimationsoptiken nachgeordnet sind. 

Durch Verschieben der Optiken oder der Lichtleiterendcn 
entlang der optischen Achse andert sich die Strahlfokusposi- 50 
tion des jeweiligen Lasers in der Probe P Die Korrektions- 
optiken 01, 02 sind hierbei in der Variante VI entlang der 
optischen Achse uber die Ansteuereinheit AS verschiebbar 
angeordnet, wobei die Ansteuereinheit AS diese Verschie- 
bebewegung mit der Verschiebebewegung des Objektives 55 
abstinunen kann. ^ . , • 

Dies erfolgt durch eine zur Verschiebung des Objektives 
uber errechnete oder vorher abgespeicherte Korrekturwerte 
abgestimmtc gcgenlaufige Bewcgung mindestens des Laser- 
stiahles L3. 

Zum einen wird erreicht, daB die Lage des Fokus inner- 
halb Probe in Z-Richtung definiert verandert werden kann. 

Zum anderen kann ein mit der optischen Pinzette festge- 
haltenes Objekt vorteilhaft bei Verschiebungen des Objek- 
tivs in Z-Richtung immer an derselben Stelle in der Probe 65 
verbleiben. 

Neben der Bewegung der Optik 02 fur den Laser L3 kann 
auch die Optik 01 fur den Schneidelaser L2 entsprechend 



bewegt werden und dadurch die Lage des Schnittes beUebig 
und auch von der Lage des Lasers L3 entkoppelt gewahlt 

^ Ter anschliefiend dargesteUten Variante V2 ist fur die 
Laser L2, L3 eine gemeinsame verschiebUche Korrekturop- 
tik 03 vorgesehen. ^ 

Auch hier kann durch zusatzlich in den Strahlengang des 
Lasers L2 einsetzbare unterschiedUche Optiken eine Ent- 
kopplung der Bewegung von L2 und L3 erreicht werden. 

Weiterhin ist hier die Verwendung eines sogenannten 
Mullibeam-Tweezers, d. h. einer Pinzette, bei der ein oder 
mehrere Laserstrahlen zum Festhalten von mehreren Objek- 
ten verwendet werden konnen, moglich. 

Dies kann dadurch geschehen, daB der Laserstrahl L3 mit 
Hilfe eines Scannerspiegeis in hoher Frequenz auf mehrere 
Objekte so gelenkt wird, daB diese gleichzeitig festgehalten 
werden konnen (C. Hoyer, S. Monajembashi, K. 0. Greu- 
lich: Laser Manipulation and UV induced single molecule 
reactions of individual DNA molecules; Journal of Biotech- 
nology 52 (1996), 65-73), 



Anwendungsbeispiele 

Organellen konnen haufig nicht scharf abgebildet werden, 
da sie sich wahrend der Bildaufnahme bewegen. Nur durch 
den Einsatz einer kompensierten optischen Pinzette, die die 
Fixierung der Organellen wahrend der Bildaufnahme er- 
mogUcht, sind scharfe, dreidimensionale Abbildungen mog- 
Uch. So konnen ZeUorganellen wie zum Beispiel Chloropla- 
sten Oder Mitochondrien in lebenden Zellen fixiert und 
scharf dreidimensional abgebildet werden. OrganeUen, die 
sich normalerweise nicht bewegen, wie sekretonsche Vesi- 
kel Oder der Graviperzeptionsapparat, konnen mit der opti- 
schen Pinzette aus der UrsprungsposiUon ausgelenkt werden 
und die Reaktion der Zelle darauf (Reorganisation) dreidi- 
mensional untersucht werden, Durch Auslenkung aus der 
Ruhelage kann auch die Cytoskelettdynamik in lebenden 
Zellen untersucht werden. , 
Spharoiden konnen als in- vivo Modell fur Gewebe mit ei- 
ner z-kompensierten optischen Pinzette im Laser Scanning 
Mikroskop dreidimensional manipuliert und untersucht 
werden. 

Mit Hilfe von Vitalfarbstoffen konnen lebende Zellen so 
angefarbt werden, daB sie mit Huoreszenzniikroskopie ab- 
gebildet werden konnen. Mit einer in ein konfokales Laser 
Scanning Mikroskop integrierten z-kompensierten opti- 
schen Pinzette sind so Untersuchungen zur Chromosomen- 
organisation in lebenden Zellen mogUch. Ebenfalls sind mit 
dieser Anordnung dreidimensionale Abbildungen und Un- 
tersuchungen zum TeilungsprozeB an nichtadherenten Zel- 
len moglich. 

Patentanspriiche 

L Anordnung zur Einkopplung mindestens eines 
Strahles einer optischen Pinzette zum Einfangen von 
Teilchen und/oder eines Bearbeitungsstrahles in einen 
mikroskopischen Strahlengang, vorzugsweise in einem 
Laser-Scanning- Mikroskop, wobei Mittel zur frei ein- 
steUbaren Veranderung der Lage des Strahlfokus der 
optischen Pinzette und/oder des BearbeitungssU^les 
bezugUch der Veranderung der Fokusposition des Mi- 
kroskopes vorgesehen sind, sind. 

2. Anordnung nach Anspruch I, wobei zur Verande- 
rung der Lage des Strahlfokus eine separate bewegU- 
che Optik vorgesehen ist. 

3. Anordnung nach einem der vorangehenden Ansprii- 
che, wobei Strahlaustritt und/oder Beleuchtungsoptik 
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der Optischen Pinzette und/oder des Bearbeitungs- 
strahles in Richtung der optischen Achse verschiebbar 
sind. 

4. Anordnung nach einem der vorangehenden Ansprii- 
che, wobei die Veranderung ansteuerbar ist und eine 5 
Bewegung der optischen Pinzette und/oder des Bear- 
beitungsstrahles in Gegenrichtung zur Bewegung des 
Mikroskopobjektives bewirkt. 

5. Anordnung nach einem der vorangehenden Ansprii- 
che, mit einer definierten Ansteuerung der Verschie- 10 
bung iiber vorgespeicherte oder errechnete Werte in 
Abhangigkeit von der Fokusposition. 

6. Anordnung nach einem der vorangehenden Anspru- 
che, wobei mehrere optische Pinzetten und/oder Bear- 
beitungsstrahlen vorgesehen, die einzeln und/oder ge- 15 
meinsam bezuglich ihrer Fokuslage einstellbar sind. 
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